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Márcio Dias Rabelo
Método para detecção de 
substâncias com atividade 
repelente sobre larvas do 
carrapato Rhipicephalus 
(Boophilus) microplus: revisão e 
recomendações
1. Introdução 
O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 
1887) é um grande problema sanitário e causa grandes prejuízos à 
pecuária leiteira nacional. A dependência de poucas bases químicas 
carrapaticidas disponíveis no mercado, aliada à sua má utilização, levou 
à dispersão generalizada da resistência nas populações de carrapato, 
chegando-se ao ponto em que a maioria dos produtos comerciais não 
apresenta a eficácia esperada ou necessária ao controle parasitário. 
Dessa forma, é notório o crescimento de pesquisas que buscam 
detectar novas substâncias ativas sobre esse parasita, sejam elas 
oriundas de plantas, fungos ou outros organismos (CHAGAS et al., 
2012).
A existência de metodologias adequadas na pesquisa de novos 
bioativos é essencial para que os diferentes modos de ação possam 
efetivamente ser avaliados. Como exemplos podemos citar: mortalidade 
da fêmea ingurgitada, redução da fertilidade da fêmea, inibição do 
desenvolvimento de um estádio para o outro, inibição da eclosão das 
larvas e, o objeto do presente estudo, atividade repelente frente às 
larvas do carrapato. 
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Para que metodologias para a detecção de substâncias com ação 
repelente sejam desenvolvidas, é necessário o entendimento dos 
fatores que influenciam o comportamento do parasita, bem como a 
relação parasita-hospedeiro. Além da temperatura, umidade, radiação 
solar, evaporação e precipitação pluvial, o sucesso do parasitismo (ou 
seja, o encontro do parasita com seu hospedeiro) dependerá também 
da quantidade e qualidade da pastagem, da presença e densidade do 
hospedeiro, do seu comportamento de pastejo (HARLAN;  FOSTER, 
1990; SONENSHINE, 1991), além da presença de predadores 
(CHAGAS et al., 2002). Para que a probabilidade de encontro com o 
hospedeiro aumente, os carrapatos sobem pela vegetação e agrupam-
se para beneficiar a sobrevivência, concentrando a população em locais 
onde o estresse da dessecação e do ambiente adverso ficam reduzidos 
(SONENSHINE, 1991; HAZARI;  MISRA, 1993). De acordo com Furlong 
et al. (2002b), as larvas que ficam na extremidade da folha estão mais 
expostas às condições climáticas adversas. Elas tendem, então, a 
migrar verticalmente logo abaixo da extremidade, ficando protegidas 
pela lâmina da folha que é mais larga nesse ponto. Esse comportamento 
evita o gasto de energia e a dessecação. Elas voltam à extremidade 
quando são estimuladas pela presença do hospedeiro por meio do 
dióxido de carbono liberado na respiração, odores (cairomônios), além 
da sombra do hospedeiro. Elas assumem então uma postura de busca 
levantando o primeiro par de patas onde está presente o órgão de 
Haller, extremamente sensível a esses estímulos. 
O geotropismo negativo das larvas é um bom indicativo para a 
avaliação da atividade repelente das substâncias, já que as variáveis 
climáticas são mais estáveis em laboratório, minimizando esse pequeno 
deslocamento vertical que ocorre a campo ao longo do dia. De acordo 
com Jaenson et al. (2005), uma substância repelente faz com que 
um organismo realize movimentos em direção oposta à fonte de 
estímulo. Como os carrapatos utilizam os odores do hospedeiro em 
seu comportamento de busca, algumas substâncias voláteis podem 
mascarar ou encobrir esses odores. A atividade de busca será então 
interrompida, e o ciclo parasitário será quebrado. 
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2. Revisão de metodologias in vitro 
disponíveis e uso de solventes*
 Existem basicamente quatro tipos de testes utilizados para 
avaliação de substâncias ativas sobre R. (B.) microplus: pulverização, 
aplicação tópica ou injeção, impregnação de papéis de filtro e imersão. 
O primeiro consiste na aplicação de gotas diretamente na superfície 
corporal do artrópode, indicando-se como líquido carreador a acetona, 
que pode ser bem manejada em pequenas quantidades, é amplamente 
disponível e tem excelente poder como solvente. O método é criticado 
porque dificilmente consegue-se pulverizar uniformemente o parasita, e 
os compostos são aparentemente menos tóxicos nesse processo (FAO, 
1987). O método de aplicação tópica foi desenvolvido por Kitaoka 
e Yajima (1961) e aperfeiçoado por Kitaoka e Morii (1963). Nesse 
método o produto é injetado dentro da fêmea ingurgitada usando-se 
uma micro-seringa. Determinados tipos de formulações, tais como pó 
em suspensão, não podem ser usadas em uma micro-seringa (AMARAL, 
1993).
  A utilização de papéis filtro impregnados consiste em forçar 
o contato do parasita com a substância teste na dose estipulada, 
prendendo-o na superfície interna do papel. A metodologia desenvolvida 
por Stone e Haydock (1962) consegue confinar larvas de R. (B.) 
microplus em papéis filtro impregnados formando um envelope vedado, 
com realização da leitura após 24 horas. Critica-se esse processo 
pelo fato das larvas ficarem em contato com a superfície tratada por 
24 horas, sendo, portanto, seu efeito cumulativo e dependente do 
comportamento individual de cada larva, que pode variar durante esse 
período de tempo. Entretanto, posteriormente esse método foi adotado 
e recomendado para experimentos de detecção e medida de resistência 
em larvas de carrapato (Larval Packet Test - LPT). Nele recomendava-se 
a utilização do azeite de oliva que seria o solvente carreador e também 
a utilização de um solvente volátil: tricloroetileno ou clorofórmio (FAO, 
1971). 
* Baseada na tese de doutorado de Chagas (2001).
10 Método para detecção de substâncias com atividade repelente sobre larvas do carrapato 
Rhipicephalus (Boophilus) microplus: revisão e recomendações
A técnica de imersão, sugerida inicialmente por Whitehead (1958) 
com larvas (Larval Immersion Test - LIT) e fêmeas ingurgitadas de 
Boophilus decoloratus (Adult Immersion Test - AIT), foi aprimorada 
por Shaw (1966) para as larvas de R. (B.) microplus, consistindo na 
imersão das mesmas por 10 minutos no produto a ser testado. Após 
este período, as larvas são secas e aproximadamente 100 exemplares 
são transferidos para papéis filtro secos e acondicionados em estufa 
com leitura de mortalidade após 24 horas. Para a imersão de fêmeas 
ingurgitadas, o teste mais utilizado é o aprimorado por Drummond et 
al. (1973), no qual elas são coletadas dos bovinos, lavadas, secas 
e divididas em grupos de 10 para serem imersas por 5 minutos nos 
produtos-teste. Após esse período, as fêmeas são secas, colocadas 
em placas de Petri e acondicionadas em estufas climatizadas. As que 
sobrevivem têm seus ovos pesados e a eclodibilidade verificada para 
cálculo da eficácia conforme fórmulas sugeridas pelos autores. 
Trabalhos que tratam dos efeitos repelentes sobre larvas de R. (B.) 
microplus não são muito comuns, visto que a maioria dos testes in vitro 
visa à detecção da ação de mortalidade sobre as fêmeas ingurgitadas. 
Entretanto, a ação repelente pode ser bastante interessante, já que 
viria a complementar a ação letal de alguns carrapaticidas comerciais 
disponíveis no mercado. Louly et al. (2010) avaliaram a repelência/
atratividade de substâncias em adultos de Rhipicephalus sanguineus 
por meio de um aparato denominado olfatômetro de quatro entradas 
de acordo com Vet et al. (1983). As metodologias desenvolvidas para 
outras espécies de carrapato não são muito úteis, por se tratarem 
de parasitas heteroxenos e utilizarem normalmente o estádio de 
adulto, como em Rhipicephalus appendiculatus e Rhipicephalus 
evertsi (WANZALA et al., 2004), ou de ninfa, como em Ixodes ricinus 
(JAENSON et al., 2005; 2006).
Entretanto, no caso de R. (B.) microplus, as fases de ninfa a adulto 
ocorrem sobre o bovino, e a fase que deve ser exposta à ação de 
repelência são as larvas que se encontram na pastagem em busca do 
hospedeiro. Na metodologia de Novelino et al. (2007), as larvas de 
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R. (B.) microplus foram adicionadas na base de copos de polietileno 
contendo areia e subiam em hastes de madeira a uma altura máxima de 
12 cm. Essas hastes foram divididas em quatro partes: base, primeiro 
terço (base-4 cm), segundo terço (4-8 cm) e terceiro terço (8-12 
cm). As contagens eram realizadas a cada duas horas, totalizando 12 
horas de observação. Lima et al. (2010) desenvolveram uma técnica 
na qual as larvas de R. (B.) microplus são colocadas na base de um 
bastão de vidro de 22 cm e a substância teste é colocada nos 5 cm da 
extremidade superior, em papel filtro impregnado (2,5 x 5 cm). Abaixo 
desse é fixado outro papel filtro de mesmo tamanho servindo como 
papel neutro. As larvas são contadas a cada 20 minutos na primeira 
hora e a cada 30 minutos a partir da segunda hora até 4 horas do início 
do experimento.
Independente da metodologia adotada, a inexistência de grupo 
controle é inaceitável. Torrado e Gutierrez (1969) já destacavam sua 
importância e determinaram que a ocorrência de mortalidade superior a 
3% dos parasitas nesse grupo invalida todo o teste. Isso pode ocorrer 
em alguns casos, como por exemplo quando o próprio papel filtro, por 
desequilíbrio da umidade externa com a interna, causa a dessecação 
e a morte das larvas. De acordo com Beadles et al. (1973), deve-se 
distinguir  entre o efeito do produto e o do solvente utilizado para diluir 
o produto. Dessa forma, faz-se necessária a existência de um grupo 
controle composto somente do solvente utilizado, bem como um grupo 
controle composto somente de água destilada. 
É notória a importância da escolha do tipo de solvente/emulsificante 
e sua concentração na solubilização adequada dos bioativos, bem 
como a avaliação de sua toxicidade sobre o parasita, que usualmente 
é o principal critério de escolha para a execução de testes. Estudos 
anteriores podem direcionar a escolha e a concentração do solvente, 
que também deverá ser utilizado no controle. De acordo com Chagas 
et al. (2003), no teste com papel impregnado, as larvas de R. (B.) 
microplus não sofreram ação letal superior a 5% diante do álcool 
metílico, álcool etílico, acetona, acetato de etila e mistura com triton, 
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* Teste não realizado.
na concentração de 100% em 24h ou 48h. O dimetilsulfóxido (DMSO) 
a 25% causou mortalidade de 22,5% em 24h e de 93% em 48h. O 
xilol causou mortalidade média de 100% nas concentrações de 100, 
75, 50 e 25% e, na concentração de 5%, a mortalidade foi de 1% em 
24h e de 2,4% em 48h. A toxicidade dos solventes na metodologia 
de imersão de larvas pode ser visualizada na Tabela 1, na metodologia 
de imersão de fêmeas na Tabela 2 e a toxicidade geral na Tabela 3 
(CHAGAS et al., 2003). Como pode ocorrer pequena variação para 
cada população de carrapatos, sugere-se que um teste preliminar com o 
solvente seja realizado para confirmação. 
Tabela 1. Mortalidade média (%) de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) 
microplus submetidas ao teste de imersão com solventes.
solventes concentrações
100% 75% 50% 25% 5%
controle (água) 0,5
álcool metílico 15,4 0 * * *
álcool etílico 3,9 * * * *
acetona 8,9 6,7 0 * *
DMSO 93,5 100 67 45 **
acetato de etila 100 100 100 41,3 **
mistura triton 36,4 77,5 7 2,1 *
xilol 100 100 100 93 20,2
* Quando a mortalidade foi < que 5% na maior concentração, não foram feitos os demais testes. 
** Teste não realizado
Tabela 2. Mortalidade média (%) de fêmeas ingurgitadas de Rhipicephalus 
(Boophilus) microplus submetidas ao teste de imersão com álcool metílico (M), 
álcool etílico (E), acetona (A), dimetilsulfóxido (D), acetato de etila (AE), mistura 
com triton (T) e xilol (X) em diversas concentrações (Conc.). 
Conc. M E A D AE T X
100% 15 56 100 89 100 70 100
75% 0 0 10 55 88 72 100
50% 0 0 2 47 59 61 100
25% 0 0 0 24 78 53 100
5% * * * * * * 92
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Tabela 3. Comparação da mortalidade média geral (%) causada pelos solventes 
em Rhipicephalus (Boophilus) microplus em três métodos utilizados.
Solventes Contato larva Imersão larva Imersão fêmea
álcool metílico 2,3 a 3,9 a 19,5 a
álcool etílico 3,5 a 1,0 a 24,6 a
acetona 2,2 a 3,9 a 40,1 b
DMSO 100 b 76,4 b 64,6 c
acetato de etila 2,7 a 85,3 b 71,9 c
triton 2,4 a 30,7 c 66,9 c
xilol 100 b 82,6 b 98,1 d
média 30,4 40,5 55,1
* Letras diferentes na mesma coluna indicam significância estatística (p<0,05).
3. Objetivo do documento técnico
Descrever metodologia para a detecção de substâncias com atividade 
repelente sobre o carrapato R. (B.) microplus, bem como disponibilizar 
informações importantes para a execução de testes in vitro, tais 
como critérios para a definição dos solventes/emulsificantes e sua 
concentração, preparação de grupos controle, cálculos de concentração 
dos bioativos e outros.
4. Material e Métodos
4.1. Isolados comerciais de plantas 
Em função de possibilidade de parceria futura com empresa para 
desenvolvimento de formulações com os bioativos avaliados, optou-
se pela apresentação dos mesmos na forma de código. Levou-se em 
consideração que o objetivo principal do presente documento é descrever o 
passo a passo da metodologia e não os resultados de repelência. 
14 Método para detecção de substâncias com atividade repelente sobre larvas do carrapato 
Rhipicephalus (Boophilus) microplus: revisão e recomendações
O teste foi padronizado no Laboratório de Sanidade Animal da Embrapa 
Pecuária Sudeste (CPPSE), localizada na cidade de São Carlos, SP. Os 
bioativos avaliados no teste de repelência foram: A (95% de pureza), 
B (85% de pureza), C (97% de pureza), D (98% de pureza) e E (85% 
de pureza). Em função da pureza e densidade de cada substância, há a 
necessidade de correção para cálculo da concentração em mg/mL, já que 
essa medida é mais precisa do que concentrações baseadas apenas em 
porcentagem. A densidade pode estar disponível no rótulo ou pode ser 
obtida por meio do peso de 3 a 5 repetições de 1 mL da substância para 
cálculo da média. Optou-se por avaliar os bioativos a 10 mg/mL porque 
é a mesma concentração de muitas substâncias químicas presentes em 
formulações comerciais, tais como ivermectina, doramectina, moxidectina 
e abamectina ou mesmo do próprio citronelal em carrapaticidas comerciais, 
mas nada impede que outras concentrações sejam avaliadas. Segue cálculo 
para a produção das soluções a 10 mg/mL em um volume de 50 mL:
a) Bioativo A 
Pureza (P) = 95%; Densidade (D) = 0,888 g/mL , Concentração (C = 
P x D) = 843,6 mg/L 
Solução 10 mg/mL --> 843,6 mg/mL x V = 10 mg/mL x 50 mL -->   
V = 0,5925 mL ou 592,5 µL em 50 mL. 
b) Bioativo B 
P = 85%; D = 0,858 g/mL, C = 729,3 mg/L 
Solução 10 mg/mL --> 729,3  mg/mL x V = 10 mg/mL x 50 mL -->  
V = 0,6856 mL ou 686 µL em 50 mL.  
c) Bioativo C
P = 97%; D = 0,910 g/mL, C = 882,7 mg/L 
Solução 10 mg/mL --> 882,7  mg/mL x V = 10 mg/mL x 50 mL -->  
V = 0,5666 mL ou 566,6 µL em 50 mL.  
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d) Bioativo D
P= 98%; D= 0,842 g/mL, C = 825,2 mg/L
Solução 10 mg/mL --> 825,2 mg/mL x V = 10 mg/mL x 50 mL -->   
V = 0,606 mL ou 606 µL em 50 mL.
e) Bioativo E
P = 85%; D = 0,862 g/mL, C = 732,7 mg/L 
Solução 10 mg/mL --> 732,7 mg/mL x V = 10 mg/mL x 50 mL -->   
V = 0,6825 mL ou 682,5 µL em 50 mL.  
4.2. Solubilização de substâncias lipofílicas
No teste de repelência pode-se utilizar os níveis de toxicidade 
estabelecidos no teste de imersão de larvas (Tabela 1), que também 
é um teste de contato. O tween 80 a 2% v/v foi usado como 
emulsificante, e o controle negativo foi composto por água destilada 
(q.s.p. 50 mL) e tween 80 a 2%, ou seja, na produção de um 
volume de 50 mL, usou-se 1 mL de tween. A ordem de inserção das 
substâncias nos tubos Falcon também pode tornar a solubilização da 
substância-teste mais rápida. Os bioativos devem ser adicionados 
primeiro, logo a seguir o tween 80 e por último a água destilada para 
subsequente agitação em vórtex. Como o tween é bastante viscoso, 
uma solução para que ele possa ser pipetado mais rapidamente é 
cortar a extremidade da ponteira para ampliar o espaço de entrada do 
líquido.
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4.3. Teste de repelência
Para se chegar à presente metodologia, diferentes bases e substratos 
foram avaliados (Figura 1), até se obter um modelo que estimulasse da 
melhor forma possível a subida das larvas no grupo controle.
Figura 1. Exemplos de tentativas de estabelecimento da metodologia de repelência em 
pele ovina com pêlo e sem pêlo, folhas de Paspalum sp., hastes de madeira mais curtas e 
cones de papel-filtro. Fotos: A.C.S. Chagas
A atividade repelente foi avaliada 2, 4, 8, 16 e 32h após a imersão de 
palitos de madeira de 25 cm de comprimento nas substâncias teste, a 
10 mg/mL. A primeira parte do palito próximo à base (15 cm) não teve 
contato com a solução, enquanto os 10 cm superiores dos palitos, ou 
seja, a parte mediana (de 15 a 20 cm) e a extremidade superior (de 
20 a 25 cm), permaneceram imersos nas soluções por 15 minutos 
em tubos Falcon de 50 mL (Figura 2a). Após a imersão, os palitos 
foram fixados no meio de um papel filtro quantitativo (JP41, faixa 
preta, 12,5 cm de raio, poros de 28 µm) cortado e montado no 
formato de um triângulo (6 cm de cada lado ou um papel filtro 
cortado em 4 pedaços) e inseridos no centro de um copo plástico 
descartável de 50 mL contendo gesso. O conjunto foi acondicionado 
em placa de Petri com 5 mL de água no fundo para evitar a fuga 
das larvas. Aproximadamente 100 larvas de 14 a 21 dias de idade 
foram removidas de seringas contendo as larvas (Figura 2b) e foram 
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adicionadas na base do palito (entre 0 e 2 cm), de onde começavam a 
se deslocar para cima ou a se dispersar no papel filtro (Figura 3a). Cada 
tratamento teve 3 repetições (total de 300 larvas/tratamento/horário). 
Dependendo do número de substâncias a serem avaliadas, recomenda-se a 
execução de 5 repetições.
Figura 2. Palitos de madeira imersos em tubos Falcon de 50 mL contendo a solução 
com o bioativo a 10 mg/mL por 15 minutos (a) e preparação das larvas de Rhipicephalus 
(Boophilus) microplus para o teste (b). Fotos: A.C.S. Chagas
 
O controle foi acondicionado em sala separada dos tratamentos 
em função da volatilidade dos bioativos, e os tratamentos ficaram 
separados por uma distância mínina de 2 m. Os testes foram realizados 
em dias diferentes, e as condições de umidade relativa e temperatura 
foram registradas na Estação Meteorológica do CPPSE. 
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Figura 3. Teste de repelência em palitos de madeira impregnados com bioativos (3 
repetições) no qual aproximadamente 100 larvas (setas) são colocadas na base do palito 
e iniciam dispersão para cima no palito ou para as extremidades do papel (a). Bomba a 
vácuo adaptada com tubo de borracha e ponteira na extremidade para contagem das 
larvas (b). Fotos: A.C.S. Chagas  
 
A contagem das larvas foi realizada utilizando-se bomba a vácuo com 
uma ponteira adaptada na ponta (Figura 3b).  A leitura ocorreu da 
seguinte forma: as larvas foram contadas primeiramente nos primeiros 
5 cm da extremidade em todos os palitos (área 1) e depois nos 5 cm 
subsequentes também em todos os palitos (área 2). O número de 
larvas foi anotado separadamente para cada parte. Depois as larvas 
presentes nos 15 cm não impregnados mais no papel filtro e no gesso 
foram finalmente contadas juntas (área 3). A seguir calculou-se a 
porcentagem de larvas presentes em cada uma das três áreas do 
palito em relação ao número total de larvas. Calculou-se também a 
porcentagem de repelência em cada repetição a partir da quantidade 
de larvas presentes na área 3 em relação à quantidade total de 
larvas conforme fórmula abaixo. A seguir, calculou-se a média das 3 
repetições.
% de repelência = [(larvas da área 3/total de larvas) x 100]
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4.4. Análise estatística
As porcentagens de repelência foram analisadas usando-se o 
procedimento GLM do SAS. Os efeitos incluídos no modelo foram: 
tratamento e horas pós-tratamento. As médias foram comparadas pelo 
teste de Tukey. 
5. Resultados 
Como pode ser observado na figura 4, as porcentagens de repelência 
das substâncias A, B e C foram similares e elevadas, especialmente 
após 4h (96,4%, 98,6% e 95,3%, respectivamente) e 8h (97,2%, 
99,4% e 97,0%, respectivamente) de exposição. O controle 
apresentou baixo número de larvas na área 3 para os horários de 2, 4, 
8 e 16h (13%, 23,4%, 13,2% e 18%, respectivamente), exceto para 
32h (32,1%). Devido a isso, optou-se por desconsiderar os resultados 
obtidos nesse tempo. A substância D apresentou baixa repelência a 
partir das 8h pós exposição (54,6%). A substância E apresentou baixa 
repelência às 4h (48,4%), então o teste foi realizado novamente e o 
resultado foi semelhante ao anterior: 57,6%.
Figura 4. Porcentagem de repelência média das larvas de R. (B.) microplus pelos bioativos, em 
relação ao controle, após 2, 4, 6, 8 e 16h de imersão dos palitos de madeira nas substâncias.
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Com relação à distribuição das larvas nas diferentes áreas do palito 
e papel filtro, observa-se que elas tendem a subir totalmente ou o 
inverso, pois o número de larvas na área 2 foi muito pequeno nos 
quatro períodos avaliados. Esse fato pode ser observado na Figura 5.
Figura 5. Distribuição do percentual médio de larvas de R. (B.) microplus nas áreas 1 
(5 cm da extremidade superior), 2 (5 cm subsequentes) e 3 (15 cm inferiores e base 
de papel) em palitos impregnados pelos bioativos após 2, 4, 8 e 16h de exposição 
(CO=controle, A a E=substâncias avaliadas).
De forma geral, a análise estatística demonstrou significância com 
relação ao tratamento (P<0,0001) e com relação à interação 
tratamento x hora (P=0,0021). Todos os bioativos apresentaram 
porcentagem de repelência diferente do controle com P<0,0001 
para o bioativo A, B e C, com P<0,0086 para o bioativo D e com 
P<0,0006 para o bioativo E. A repelência total média (desconsiderando 
os resultados de 32h) foi de: 19,6% para o controle, 88,5% para o A, 
91,2% para o B, 90,3% para o C, 61,4% para o D e 74,2% para o E. 
Na comparação de médias dentro dos tratamentos, entre os diferentes 
horários, observou-se que não houve diferença estatística.
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6. Discussão 
No presente trabalho, três substâncias apresentaram atividade 
repelente às larvas de R. (B.) microplus superior a 80% por 16 h após 
a exposição. Os resultados obtidos na metodologia mostraram-se 
coerentes e homogêneos, exceto para o bioativo E, já que o resultado 
de repelência de 4h foi menor do que o de 8h. Provavelmente essa é 
uma característica da própria substância, que não apresentou resposta 
linear em relação ao tempo, mesmo após repetição do teste. O 
controle apresentou baixo número de larvas na área 3 (13%, 23,4%, 
13,2% e 18%). Isso representa uma média de 83,5% de larvas que 
apresentaram o comportamento de subida nos palitos (áreas 1 e 2). 
Novelino et al. (2007) detectaram média de 70% de larvas de R. (B.) 
microplus no terço superior das hastes-teste. No grupo controle do 
presente trabalho, 80% das larvas estavam localizadas na extremidade 
superior ou área 3 do palito e a variação da porcentagem de larvas 
que permaneceram na área 1foi de cerca de 10% (entre 13 e 23%), o 
que reforça a segurança da metodologia. Com 32h a porcentagem de 
repelência no controle subiu para 32%. Acredita-se que testes longos 
demais sofram interferência do meio, como a movimentação de pessoas 
no laboratório, que normalmente é difícil de ser controlada. 
Observou-se a maioria das larvas na área 1 (palitos controles ou 
impregnados com substâncias de baixa repelência) e na área 3 
(substâncias de elevada repelência). A área intermediária foi pouco 
ocupada, e acredita-se que essa distribuição poderá variar bastante 
com a altura e o tipo de substrato que a larva terá que subir. Segundo 
observações de vários autores, as larvas de R. (B.) microplus 
estabelecem-se no topo das folhas em uma hora em folhas curtas, 
mas em folhas longas elas podem levar até três dias. Isso depende 
também da espécie vegetal envolvida, da presença de obstáculos na 
lâmina foliar e da estação do ano (WILKINSON, 1953; FURLONG et al., 
2002a,b). Além do tempo para alcançar a extremidade, a idade das 
larvas também é um fator importante nesse teste, pois se observou 
no presente trabalho que a maioria das larvas com menos de 14 dias 
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de vida não apresentou o comportamento de subida vertical imediato. 
De acordo com Químio (1982), elas necessitam de alguns dias para 
endurecer a cutícula e para se tornarem mais ativas.
Optou-se por não impregnar os 15 cm próximos à base das hastes, pois 
dessa forma a atividade larvicida poderia confundir ou interferir na atividade 
repelente. Esse objetivo foi alcançado, pois nenhum dos bioativos causou 
mortalidade das larvas (embora já se saiba que eles também possuem essa 
ação). A letalidade sobre larvas pode ser melhor verificada em metodologias 
mais adequadas, já descritas no presente trabalho.
7. Conclusões
Atualmente várias formulações comerciais utilizam bioativos na 
mesma concentração avaliada no presente estudo. A partir dos 
resultados aqui obtidos, demonstrou-se que três bioativos avaliados são 
substâncias de igual potencial em relação à capacidade de repelência 
e podem ser consideradas como novas alternativas a serem incluídas 
em formulações carrapaticidas após levantamento de toxicidade ao 
hospedeiro. A metodologia aqui apresentada mostrou-se válida para a 
identificação de substâncias com atividade repelente.
8. Recomendações
	Trabalhar com larvas com idade mínima de 14 dias;
	Verificar a temperatura antes de executar o teste e manter o ar 
condicionado desligado para não reduzir a umidade relativa do ar. 
Recomenda-se que a temperatura esteja entre 17°C e 25°C;
	Calcular a concentração do bioativo em mg/mL, pois cada substância 
tem um peso diferente e o cálculo da concentração em porcentagem 
torna-se subjetivo;
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	Se o objetivo é observar a repelência (ação indireta), as larvas não 
devem ter contato inicial direto com a substância-teste. Recomenda-
se deixar um espaço entre o ponto de aplicação da substância e o 
ponto de liberação das larvas para que o comportamento de migração 
vertical seja melhor visualizado, sem a ocorrência de mortalidade 
(ação direta);
	As larvas devem ser liberadas no palito (0 -2 cm) e não na base do 
suporte;
	O grupo controle negativo deve ser mantido em sala separada do 
grupo tratado;
	No grupo controle negativo a porcentagem de larvas na área 3 (15 
cm próximos à base) não deve ultrapassar 25% para validação do 
teste;
	Um grupo controle positivo pode ser elaborado com um repelente 
comercial a base de dietiltoluamida (DEET);
	O deslocamento aleatório das larvas no momento da leitura pode 
ocorrer em função da movimentação do observador e da vibração 
da bomba a vácuo. Isso pode ser minimizado usando-se máscara na 
contagem (evitando-se contado direto das larvas com o CO2 liberado 
pela respiração do observador) e mantendo-se a bomba fora da 
bancada (evitando-se vibração na bancada).
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